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Peptide, agent antibacterien contenant ce peptide, gfene de ce pep- 
tide, ADN recombin£ contenant ce gfene et procedS de preparation 

de ce peptide. 

La presente invention concerne un nouveau peptide que Ton 
trouve dans l'hemolymphe de vers a soie chez lesquels on a provoque 
l'apparition d'une activity antibacterienne, un agent antibacterien com- 
prenant ce peptide comme ingredient actif, un nouveau gdne codant ce 
peptide, un ADN recombine comprenant ce gfcne et un procdde de prepara- 
tion de ce nouveau peptide. 

Lorsque des bacteries envahissent les cavites corporelles d'un 
insecte, c'est-a-dire son ccelome, Tune des reactions de defense biologi- 
que de cet insecte consiste a produire dans son hemolymphe des prolines 
ou peptides antibacteriens. En tant que prolines ou peptide antibacte- 
riens que Ton peut extraire de rhemolymphe de vers a soie, on connait un 
lysozyme, des cecropines, etc. Mais ce lysozyme ne presente d'activite 
antibacterienne que contre une gamme extr£mement limitee de bacteries 
Gram-positives, comme les bacteries du genre Micrococcus. Quant aux 
cecropines, elles presentent une activite antibacterienne contre diverses 
bacteries Gram-negatives ou Gram-positives, mais le problfeme est 
quelles ne presentent pas d'activite antibacterienne efficace contre des 
bacteries pathogenes provoquant des intoxications alimentaires, comme 
Staphylococcus aureus et Bacillus Cereus. 

L'un des buts de la presente invention est done de fournir un nou- 
veau peptide, ainsi qu'un agent antibacterien contenant ce peptide comme 
ingredient actif. Un autre but de la presente invention consiste a proposer 
un procede permettant de produire efficacement ce peptide selon les tech- 
niques du genie genetique. 
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La demanderesse a reussi a isoler, a partir de l'hemolymphe de 
vers a soie chez lesquels on avail provoque l'apparition d une activity anti- 
bactenenne, un nouveau peptide antibacterien qui presente une excellente 
activity antibacterienne contre Escherichia coli. Staphylococcus aureus. 
Bacillus cereus, etc. En outre, la Demanderesse a mis au point un precede 
permettant de produire efficacement ce nouveau peptide selon des techni- 
ques de genie genetique. C'est ainsi que la presente invention a ete mise au 
point. 

La presente invention fournit par consequent : 

(1) un nouveau peptide presentant 

(a) la sequence dacides amines appelee 'Sequence N°l" dans lannexe 
intitulee "Sequences de peptides et d'ADN", ou 

(b) une sequence d acides amines homologue de la Sequence n° 1 , mais qui 
comporte, par rapport a celle-ci, une ou plusieurs additions, delations ou 

15 substitutions d un ou de plusieurs residus d'acide amin<5, et qui presente 
une activity antibacterienne; 

(2) un agent antibacterien comprenant ce peptide corame ingre- 
dient actif; 

(3) un nouveau gene de peptide codant 

(a) la sequence d acides amines appelee "Sequence N°l" dans l annexe 
intitulee "Sequences de peptides et d'ADN", ou 

(b) une sequence d acides amines homologue de la Sequence n° 1 , mais qui 
comporte, par rapport a celle-ci, une ou plusieurs additions, deletions ou 
substitutions d un ou de plusieurs residus d'acide amine, et qui presente 

25 une activite antibacterienne; 

(4) un ADN recombine, que l'on obtient en inserant ce gene de 
peptide dans un ADN vecteur; et 

(5) un procede de production d'un nouveau peptide, qui com- 
porte le fait de cultiver. dans un milieu, une bacterie qui appartient au 

30 genre Escherichia et qui heberge cet ADN recombine, et le fait de recupe- 
rer le peptide dans la culture. 

On peut preparer le nouveau peptide de la presente invention, 
appele ci-apres "moricine ", par exemple a partir de l hemolymphe de vers 
a soie chez lesquels on a provoque 1'apparition d'une activity antibac- 

35 terienne, selon des precedes classiques disolement dune proteine. 
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Autrement, on peut preparer la moricine selon des techniques classiques 
de synthese de peptides ou selon des techniques classiques de genie gene- 
tique. 

Comme technique de genie genetique, on peut citer par exemple 
un precede de production d un nouveau peptide au moyen d une cellule 
hole que I on soumet a une transformation ou a une transduction a l'aide 
d un ADN recombin^ dans lequel a ete insure un nouveau gene de peptide 
et un precede de production de moricine par traduction de 1'ADN recom- 
bin<5 dans un systeme non cellulaire de synthese de prolines, a laide de 
reticulocytes de lapin, de germes de ble ou autres systemes semblables. 

On va maintenant decrire en detail le precede permettant d isoler 
de la moricine a partir de lhemolymphe de vers a soie chez lesquels on a 
provoqu* l'apparition d une activity antibactenenne, ainsi que le precede 
permettant de produire de la moricine en utilisam des techniques de geme 
15 genetique. 
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1 ) Proc&te disolement de la moricine a partir dliemolymphe de vers a 
soie ou I on a provoqu* lapparition d une activite antibactenenne. 

Le produit de depart utilise pour obtenir de la moricine peut etre 
20 n importe quel type dUemoIymphe de vers a soie ou I on a provoque 
lapparition dun activite antibacterienne. Pour provoquer lapparition 
d une activite antibacterienne, on peut par exemple mettre en oeuvre un 
precede dans lequel on injecte, dans la cavte corporelle de larves de vers a 
soie, une suspension d'E. coli dans du s^rum physiologique. 18 a 24 heu- 
25 res apres cette operation, on incise les pattes des larves de vers a soie, afin 
de recueillir leur h6molymphe par ces orifices. Apres l avoir chauffee, on 
soumet cette hemolymphe a une centrifugation, ce qui donne un surna- 
geant. 

On soumet ensuite le surnageant ainsi obtenu a une operation de 
30 relargage a l aide d un sel, pour laquelle on peut utiliser par exemple du 
sulfate d ammonium, du sulfate de sodium, du sulfate de magnesium, etc. 
On ajoute ce sel au surnageant en une quantity correspondant a de 1 5 a 75% 
de la saturation, et I on recupere le precipite qui en resulte. Ensuite, on 
dissout ce precipite dans de l'eau distill6e, ou dans un tampon contenant de 
35 l acetate d'ammonium, etc. et on soumet cette solution a une filtration sur 
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gel. Grace a cette operation, on fractionne des proteines et on les dessale. 
Le milieu dans lequel on opere cette filtration sur gel peut etre n importe 
quel milieu utilise classiquement en filtration sur gel. On peut citer, a titre 
dexemple, les gels Sephadex G-50, G-75 et G-100 (Pharmacia Fine Che- 
mical), et Toyopearl HW-55 (Tosoh Corp.). 

On soumet ensuite les fractions prot6iques a faible masse mole- 
culaire, obtenues par filtration sur gel, a une chromatographic sur une 
colonne echangeuse de cations. Comme exemples de milieu echangeur de 
cations, on peut citer CM Sepharose FF (Pharmacia Fine Chemical) et CM 
Toyopearl 650 (Tosoh Corp.). 

Parmi les fractions adsorbees sur la colonne echangeuse de 
cations, on soumet la fraction qui presente l'activite antibacterienne la 
plus forte a une chromatographie en phase liquide haute performance, a 
laide d une colonne a polarity de phases inversee (cette operation sera 
appelee ci-apres "HPLC a polarite de phases inversee"). A litre dexem- 
pies de colonnes a polarity de phases inversee utilisees pour cette opera- 
tion, on peut citer les colonnes Capcell Pak C8 SG300 et C 1 8 SG300 (Shi- 
seido Co., Ltd.). Les fractions adsorbees sur la colonne a polarite de pha- 
ses inversee peuvent 6tre eluees avec un melange a gradient de densite 
20 d'eau et dacetonitrile contenant de l'acide trifluoroac6tique. 

Parmi les fractions ainsi obtenues, on soumet a nouveau la frac- 
tion ptesentant Tactivite antibacterienne la plus forte a une HPLC a pola- 
rite de phases inversee, pour isoler ainsi la moricine. 

On peut mesurer l activite antibacterienne des fractions obte- 
25 nues au cours du precede d'isolement et de purification decrit ci-dessus en 
utilisant comme indicateur l apparition, sur une plaque de gelose, d une 
zone ou est inhibee la proUferation d une souche bacterienne d'essai, par 
exemple la souche ATCC 6538P de Staphylococcus aureus, sous-espece 
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2) Precede de production de moricine selon des techniques de geme g£ne- 
tique. 

On decrit ci-dessous un precede de production de la moricine, 
qui comprend la transformation ou la transduction d'une cellule hdte a 
l aide d un ADN recombine dans lequel a 6x6 insete un ADN contenant le 
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gene de moricine, et le fait de faire produire de la moricine par le microor- 
ganisme de recorabinaison ainsi obtenu. 

On peut obtenir un ADN contenant le gene de moricine en clo- 
nant un gene naturel de moricine derive de l'ADN g6nomique ou de 
1'ADNc du ver a sole. On peut amplifier cet ADN contenant le gene de 
moricine en synthetisant un jeu d'amorces d'ADN base sur la sequence 
d'acides amines de la moricine, et en les soumettant ensuite a une opera- 
tion de PCR (reaction en chaine de polymerase). On peut egalement cons- 
truire un ADN contenant le gene de moricine par synthese chimique. 

II faut noter que la sequence d'acides amines codee par un gene 
de moricine peut comporter une ou plusieurs additions, deletions ou sub- 
stitutions d'un ou plusieurs residus d'acide amine, pourvu que la sequence 
d acides amines conserve une activity antibaeterienne. Tous les genes de 
moricine codant des sequences d acides amine* modifiees dans une 
15 mesure telle que l'activite antibaeterienne n est pas eliminee sont inclus 
dans le cadre de la presente invention. 

D est preferable que chaque extremite de l'ADN contenant le 
gene de moricine soit munie d'un site reconnaissable par une enzyme de 
restriction appropriee, comme EcoRI ou Sail. Quand l'ADN comporte de 
20 tels sites de reconnaissance, on peut inserer cet ADN dans un ADN vecteur 
avec efficacite. 

Lorsqu'on synthetise chimiquement un ADN contenant un gene 
de moricine, on synthetise l'ADN sous la forme de plusieurs oligonucleo- 
tides. Apres hybridation, ces oligonucleotides sont ligatures a l'aide d une 

25 ADN ligase. Dans ce cas, il est preferable que certains codons soient rem- 
places par d'autres codons qui ne modifient pas la sequence d'acides ami- 
nes de la moricine, mais qui sont souvent utilises dans la cellule hdte que 
I on souhaite employer. En suivant ces principes, on parvient a produire de 
plus grandes quantites de moricine qu'avec un gene naturel de moricine. 

30 ° n P eut facilement amplifier un ADN contenant un gfene de 

moricine, selon le precede decrit ci-dessous. En resume, on insere l'ADN 
dans un ADN vecteur approprie, par exemple un ADN de plasmide ou un 
ADN de bacteriophage, ce qui donne un ADN recombine. On soumet 
ensuite une cellule hdte comme Escherichia coli JM109 (Takara Shuzo 
35 Co., Ltd.) a une transformation ou a une transduction, en utilisant cet ADN 
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recombine, et I on obtient ainsi un microorganisme de recombinaison que 
I on cultive. Apres y avoir recupere 1'ADN recombine selon des proems 
classiques, on decoupe linsert d'ADN a laide d'enzymes de restriction 
appropriees, puis on purifie linsert d'ADN ainsi obtenu. Incidemment, 
lorsque I on prepare un ADN recombine a partir d un microorganisme de 
recombinaison, il est preferable de confirmer la sequence de bases de 
l insert d'ADN selon le precede de terminaison de chaine aux didesoxy 
[Methods Enzymol., 101:20-78 (1983)] ou selon un precede similaire. 

La cellule hdte utilisee pour produire de la moricine peut Stre 
soil une cellule eucaryote, soit une cellule procaryote. Des exemples de 
cellules eucaryote sont des cellules danimaux, de plantes, d insectes ou 
de levure, et des exemples de cellules procaryotes sont des cellules 
d'E. coli, de Bacillus subtilis et d'Actinomycetes. 

Quand on utiUse comme cellule hdte une cellule v6getale ou une 
15 cellule d'insecte, il n est pas necessaire que cette cellule soit une cellule 
culti vee; on peut utiliser comme hdte un organisme vegetal ou l organisme 
d un insecte, par exemple un plant de tabac ou une larve de ver a soie. 

Dans le cas ou l'on produit un peptide antibacterien, comme de la 
moricine, dans une cellule procaryote comme E. coli, il est preferable que 
le peptide interessant soit exprime sous la forme d une proteine de fusion 
avec la (i-galactosidase, la ^lactamase, la proteine fixant le maltose, la 
proline A, ou un autre proteine similaire. Comme un peptide tel que la 
moricine, exprimd sous cette forme, ne pr<Ssente pas d'activite antibacte- 
rienne, il n empSche pas la proliferation de la cellule hole procaryote. On 
peut citer, comme exemples concrets de cellules procaryotes que I on peut 
utiliser comme hdtes dans le cadre de la presente invention, Escherichia 
coli JM109, Escherichia coli HB101 (ATCC 33694). 

On peut facilement purifier un peptide antibacterien exprim^ 
sous forme de proteme de fusion, par chromatographic d'affinite lorsque 
la proteine de fusion est soluble, ou bien par centrifugation lorsque cette 
protfiine de fusion est insoluble. 

L'ADN vecteur utilise pour l expression d un peptide de type 
moricine peut Stre n importe quel ADN vecteur, pourvu qu'il soit capable 
de se rephquer dans une cellule hdte. On peut utiliser par exemple un ADN 
plasmidique ou un ADN de bacteriophage. Lorsque la ceUule hdte est 
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E. coli, on peut utiliser des plasmides tels que pMAL-C2 (New England 
Labs.), pGEX-5X-l (Pharmacia) et pXal (Boehringer Mannheim). 

On insere alors l'ADN contenant le gene de moricine dans un 
ADN vecteur, entre des sites de coupure par des enzymes de restriction 
appropriees, et I on prepare ainsi un ADN recombine. Lorsque l'on utilise 
le plasmide pXal comme ADN vecteur, on fait digerer ce plasmide par des 
enzymes de restriction, comme EcoRl et Sail, et Ton obtient ainsi des 
fragments d'ADN vecteur auxquels on melange ensuite l'ADN contenant 
un gene de moricine. On fait ensuite reagir le melange ainsi obtenu avec 
une ADN ligase. comme l'ADN ligase de T4, et I on obtient ainsi un ADN 
recombine'. 

On peut obtenir un microorganisme de recombinaison par trans- 
formation ou transduction d'une cellule hdte a l'aide de l'ADN recombine 
indique ci-dessus. La transformation d'une cellule hdte peut Stre nialisee 
15 selon le precede de D. M. Morrison [Methods Enzymol., 68:326-331 
(1979)], le precede au chlorure de calcium [Gene, 6:23 (1979)] ou un autre 
precede semblable, et la transduction d une cellule hdte peut etre realisee 
selon le procede de B. Hohn [Methods Enzymol., 68:299-309 (1979)] ou 
un autre proc£d£ semblable. 
20 Ensuite, on cultive dans un milieu le microorganisme de recom- 

binaison ainsi obtenu, et on recupere la moricine dans la culture. 

Lorsque la moricine est exprimee, non pas sous la forme d'une 
proteine de fusion, mais sous la forme du peptide constituant la moricine 
elle-meme, a l'aide d'une cellule eucaryote utilisee comme cellule hdte, 
25 on peut recuperer le peptide qu est la moricine selon des techniques classi- 
ques d isolement de proteines. En resumed on rompt les parois des cellules 
par un traitement de lyse realise a l'aide d un detergent, une sonication, un 
traitement de broyage ou un traitement similaire, pour liberer la moricine 
des ceUules. Ensuite, en mettant en ceuvre des procede semblables a ceux 
30 que I on utilise pour isoler la moricine a partir de l'hemolymphe de vers a 
soie, c'est-a-dire par filtration sur gel, echange d'ions et HPLC a polarite 
de phases inversee, on peut obtenir un produit standard qui est de la mori- 
cine trfcs pure. 

Lorsque la moricine est exprimee sous la forme d'une proline de 
35 fusion par une cellule procaryote ou eucaryote utilis6e comme cellule 
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h6te. on recupere cette proline de fusion en combinant plusieurs traite- 
ments, comme une centrifugation et une cbxomatographie d'affinite\ 
effectuees apres la rupture des parois des cellules. Puis le peptide qu est la 
moricine est coup* de la proteine de fusion, par un traitement chimique 
avec du bromure de cyanogene ou un compost similaire, ou par traitement 
enzymatique avec du facteur Xa (Boehringer Mannheim) ou un autre pro- 
duit semblable. La moricine ainsi obtenue est alors purifiee. 

Une moricine obtenue selon des techniques de genie genetique 
pr^sente une activity antibacterienne parfaitement identique a celle que 
presente une moricine isolee a partir de lh£molymphe de vers a soie chez 
lesquels on a provoqud l'apparition d'une activity antibacterienne. 

La moricine peut presenter une activite antibacterienne contre 
de tres diverses bacteries, y compris Bacillus subtilis qui fait pourrir le 
riz cuit, le pain, etc.. Staphylococcus aureus qui est une bacterie patho- 
15 gene provoquant des intoxications alimentaires, Escherichia coli, et 
d autres bacteries Gram-positives appartenant aux genres Bacillus, Sta- 
phylococcus, Clostridium, Straptococcus, etc., et des bacteries Gram- 
negatives appartenant aux genres Escherichia, Pseudomonas, etc. 

On peut utiliser la moricine comme agent antibacterien, tel quel 
20 ou apres l'avoir formulae en comprimes, en poudre, en poudre mouillable, 
en emulsion, en capsules ou autres formulations semblables, en utilisant 
un v^hicule solide ou liquide classique, un dispersant pour Emulsion, etc. 
Comme vebicule utilisable, on peut citer leau, la gelatine, lamidon, le 
srearate de magnesium, le lactose, la gomme arabique, l'huile veg£tale, 
25 etc. 

L'agent antibacterien mentionng plus haut englobe un agent 
conservateur pour aliments, un agent antibactenen a usage medical, un 
agent conservateur pour materiaux de construction et/ou peintures, un 
agent antibacterien a usage horticole, un agent conservateur destine a des 

30 aliments pour Wtail, un agent conservateur destine a des aliments pour 
poissons, etc. Cet agent antibactenen peut done etre utilise dans des 
domaine tres divers. 

Quand on ajoute a un aliment de la moricine en tant qu'agent 
conservateur, on peut par exemple la melanger dans l aliment ou en enro- 

35 ber l'aliment. Dans ce cas, la quantite de moricine ajoutee vaut 2 mg ou 
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plus par kg daliment, et de preference, de 5 a 50 mg/kg. 

Comme exemples d'aliments auxquels on peut ajouter de la mori- 
cine, on peut citer les produits marins traites, comme de la pate de poisson 
bouilli, les produits animaux traites, tels que jambons et saucisses, les 
5 boissons, comme les boissons non alcoolisdes et les jus de fruits, et les 
patisseries, comme les gateaux, les puddings et les petits pains fourre* a la 
pate de soja. 

L'agent antibacterien comprenant de la moricine comme ingre- 
dient actif peut etre melange de facon appropriee et utilise en combinaison 
10 avec d autres bactericides, produits pharmaceutiques, antiseptiques, 
adjuvants pour aliments ou composes semblables. 

La moricine pr^sente effectivement une activity antibacterienne 
centre diverses bacteries Gram-negatives ou Gram-positives, y compris 
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus qui sont des bacteries pathoge- 
15 nes provoquant des intoxications alimentaires. Par consequent, la mori- 
cine est utilisable comme agent conservateur pour aliments et comme 
agent antibacterien destine a des applications medicales. 

On va maintenant decrire la pr6sente invention de facon plus 
detaillee dans les exemples suivants, qui relatent lisoleroent de la mori- 
20 cine a partir de l hemolymphe de vers a soie chez lesquels on a provoque 
l apparition d une activitd antibacterienne, puis la production de moricine 
selon des techniques de genie genetique, et dans des exemples de tests 
dactivite antibacterienne. 11 ne faut pas considerer que ces exemples limi- 
tent le cadre de la presente invention. 
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Exemple 1 

A) Isolement de la moricine a partir de l hemolymphe de vers a soie 
ou I on a provoque rapparition d'une activite antibacterienne. 

1) On injecte une suspension d' Escherichia coli HB101 (ATCC- 
33694) dans du serum physiologique (4.10 8 cellules/ml), dans la cavite 
corporelle de 700 larves de vers a soie au cinquifeme stade de croissance 
(variete : Bombyx mori var. Tokai x Asahi; fournies par lTnstitut Natio- 
nal de Sericulture et d'Entomologie, Ministere de 1' Agriculture, des For6ts 
et des Pecheries du Japon) k raison de 0,005 mWarve, pour y provoquer 
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lapparition dune activite antibactenenne. Vingt heures apres l'injection, 
on incise les pattes des larves de vers a soie et on en recueille lhemolym- 
phe. Immediatement apres cette collecte, on chauffe lhemolymphe dans 
un bain d'eau a 100°C pendant 5 minutes, puis on la soumet a une centrifu- 
gation. 

2) A 200 ml du surnageant resultant, on ajoute du sulfate 
d'ammonium en une quantity correspondant a 15% de la quantity neces- 
saire pour la saturation, et il se forme alors un precipte que I on sdpare par 
centrifugation. On ajoute encore du sulfate d'ammonium au surnageant 
resultant, en une quantite correspondant a 75% de la quantite necessaire 
pour la saturation. On separe par centrifugation le precipitS forme et on le 
recueille, puis on le dissout dans 40 ml d'eau distillee. 

3) On verse la solution obtenue dans une colonne de Sephadex 
G-50 (5 x 100 cm) equilibree avec une solution d'acetate d'ammonium 

15 50 mM (pH 5,0), pour effectuer ainsi une filtration sur gel, et I on recupere 
alors les fractions de proteines a faible masse moleculaire. 

4) On verse les fractions de proteines a faible masse moleculaire 
dans une colonne CM Sepharose FF (2.5 x 4,4 cm), equilibree avec une 
solution d'acetate d'ammonium 50 mM (pH 5,0). On elue les fractions 

20 adsorbees en versant dans cette colonne, l un apres lautre et a raison de 
50 ml chacun, des melanges d'une solution d'acetate d'ammonium 50 mM 
(pH 5,0) et d'une solution d'acetate d'ammonium 0,8 mM (pH 7,0) en des 
rapports de 9,5/0,5, 9/1, 8/2, 7/3, 6/4, 5/5, 4/6 et 3/7 en volume. On 
recueille 1'eluat par fractions de 50 ml, en fonction de la concentration de 

25 sel. C'est la fraction que I on elue avec le melange en un rapport de 4/6 qui 
presence la plus forte activity antibactenenne. 

5) On soumet 10 ml de la fraction elu6e avec le melange en un 
rapport de 4/6 a une HPLC a polarit6 de phases inversee (colonne : Capcell 
Pak C8 SG300 10 x 250 mm). On elue les fractions adsorbees avec un 

30 melange a gradient de densite d'eau et d'acetonitrile, contenant 0,1% 
d'acide trifluoroacetique. On recueille 1'eluat et on rassemble les fractions 
prlsentant la plus forte activity antibactenenne. 

6) On soumet a nouveau les fractions rassemblees a une HPLC a 
polarite de phases inversee (colonne: Capcell Pack C8 SG300, 

35 4,6 x 250 mm) pour les purifier davantage. On elue les fractions adsor- 
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bees avec un melange d'eau et d'acetonitrile a gradient de density conte- 
nant 0,1% d'acide trifluoroacetique. On recueille leluat et on rassemble 
les fractions presentant la plus forte activite antibacterienne. On en sou- 
met une partie a une electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS Tri- 
cine (appele ci-apres Tricine SDS-PAGE") et apres le deroulement de 
cette operation, on colore le gel avec du Bleu brillant de Coomassie R-250 
(BRL). Oh obtient une seule bande coloree. 

7) En suivant les protocoles operatoires indiques ci-dessus, on 
obtient 150 *ig de moricine a partir de 200 ml du surnageant de centrifuga- 
tion de l'hemolymphe de vers a soie. 

Au cours des operations d isolement de la moricine, on mesure 
lactivite antibacterienne des diverses fractions en utilisant comme indi- 
cateur l apparition, sur une plaque de gelose, d une zone d inhibition de la 
proliferation [Nature, 292:246 (1981)] de la souche bacterienne d'essai 
15 ATCC 6538Pde Staphylococcus aureus, sous-espece aureus. 

On mesure la quantity de prolines selon un variante am61ioree 
de la methode de Lowry [Methods Enzymol. 91 :95 (1983)], et on realise la 
Tricine-SDS-PAGE selon le protocole decrit dans Anal. Biochem. 
166:368 (1987). 



B) Analyse structurale 

1) Composition en acides amines 

On soumet la moricine ainsi obtenue a une hydrolyse dans une 
solution 6N d'HCl, contenant 0,1% de phenol, sous pression reduite, a 
1 10°C et pendant 24 heures, et on analyse ensuite le melange ainsi obtenu 
dans un appareil d'analyse d'acides amines, modele 835 d'Hitachi. Les 
r^sultats obtenus sont pr£sentes ci-dessous. 
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Nombre de moles par 
Acide amine mo le de moricine 

L ys 8,8 



Ala 
lie 



5,9 
4,8 



Asp+Asn 40 

G1 y 3,1 



Val 



3,2 



10 Leu 
Phe 
Pro 
Thr 

His 

15 Ser 



Arg ij 

2,1 



2,3 
1,9 
1,9 
1,4 
1,0 



2) Masse moleculaire 

On trouve que la masse moleculaire de la moricine obtenue vaut 
4543,1 ± 0,6 Da, rdsultat d une analyse realisee a laide d un spectrometre 
20 de masse (Modele API-HI de Perkin Elmer Sciex). 

3) Sequence N-terminale d'acides amines 

On determine la sequence N-terminale d'acides amine* de la 
moricine selon le process de degradation d'Edman, a l aide dun appareU 
de sequencage de proteines (Modele 473A d'(Applied Biosystems). 
25 Comme resultat, on obient la sequence d'acides amines appelee "S6quence 
n°2" dans 1'annexe intitule 'Sequences de peptides et d'ADN". 

4) Sequences d'acides amines des fragments peptidiques issus 
d'une digestion par une endoproteinase. 

On fait digerer la moricine par l'endoprotemase Asp-N (Takara 
30 Shuzo) et l'on isole les fragments peptidiques resultants par HPLC a pola- 
rity de phases inversee. On determine la sequence d'acides amines de cha- 
cun des fragments ainsi obtenus, selon le precede de degradation 
d'Edman. Comme resultat, on obtient les sequences d'acides amines appe- 
lees "Sequence n°3" et "Sequence n°4" de 1'annexe intitulee "Sequences 
35 de peptides et d'ADN". 
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5) A partir des nSsultats obtenus lors de la determination de la 
composition en acides amines, de la masse et de la sequence d'acides ami- 
nes, on conclut que la moricine obtenue est un peptide presentant la 
sequence d'acides amines appelee "Sequence n°l" de lannexe intitulee 
"Sequences de peptides et d'ADN". 

Exemple d'essai 1 
Premier essai de l'activite* antibactenenne 

Afin d'etudier l'activite antibactenenne de la moricine obtenue 
selon lexemple 1 contre diverses bactenes, on determine la concentration 
inhibitrice minimale (C.I.M.) de moricine selon le proc&te decrit dans 
Eur. J. Biochem., 187:381-386 (1990). Les resultats obtenus sont presen- 
tes plus loin dans le Tableau 1. 

Bactenes soumises a l'essai : 
Escherichia coli JM109 (Takara Shuzo) 
15 Staphylococcus aureus, sous-espece aureus, ATCC 6538P 
Bacillus cereus EF03457 

Milieux utilises pour l'essai : 

Quand on utilise comme bactene E. coli ou Staphylococcus 
aureus, sous-espece aureus, on utilise un milieu d'infusion de cceur-cer- 
20 veau (milieu BHI de Difco). Quand on utilise Bacillus cereus comme bac- 
terie, on utilise un milieu de bouillon nutritif (milieu NB de Difco). 

Protocole pour l'essai d'activite antibacterienne 

Au milieu contenant en suspension la bactene soumis a l'essai, 

25 en une concentration de 4. 10 4 cellules/ml, on ajoute un volume egal du 
meme milieu contenant de la moricine, a diverses concentrations, et I on 
fait incuber le tout a 30°C pendant 20 heures. Apres cette incubation, on y 
ajoute un volume egal de formaline a 6%, ce qui donne une solution deux 
fois plus diluee. On determine ensuite le degr£ de proliferation des cellu- 

30 les, en mesurant labsorbance a 950 nm. En guise de temoin, on utilise de 
la cecropine Bl [Comp. Biochem. Physiol. 95B:551 (1990)], qui est un 
peptide antibactenen connu, obenu a partir de vers a soie. 
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Tableau 1 



Bacterie 


Milieu 


C.I.M. 


(mg/ml) 






Moricine 


Cecropine B 1 


Escherichia coli JM109 


BHI 


8 


< 1 


Staphylocooccus aureus, sous- 
esplce aureus, ATCC 6538P 


BHI 


2 


>16 


Bacillus cereus 1F03457 


NB 


8 


>16 



Exemple d'essai 2 

Essai d'activitg antibacuSrienne n°2 

On 6tudie l'activit£ antibacterienne de la moricine obtenue selon 
l'exemple 1 contre diverses bact6ries, selon le pmc6d6 d£crit dans Nature, 
292:246 (1981). Les nSsultats obtenus sont pr6sent£s plus loin dans le 
Tableau 2. 

Bacteries soumises k 1'essai ; 
Escherichia coli JM109 (Takara Shuzo) 
Pseudomonas fluorescens IAM1 179 
Bacillus subtilisIAMH07 
Bacillus megaterium IAM1030 
Bacillus cereus EF03457 
Staphylococcus aureus ATCC6538P 
Staphylococcus aureus IFO3083 
Staphylococcus epidermidis EFO 12993 
Staphylococcus xylosus IAM1312 
Pseudomonas aeruginosa IAM 1514 
Streptococcus pyogenes ATCC2147 

Milieux utilises pour l'essai : 

On utilise du milieu NB en plaque, contenant 0,8% d'agarose. 
EventueUement, on y ajoute du chlorure de sodium en une concentration 
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de 150 mM. Quand on utilise Streptococcus pyogenes comme bactene, on 
utilise du milieu BHI en plaque contenant 0,8% d'agarose. 

Protocole d'essai d'activite antibacterienne 

On prepare une solution de moricine a 50 pM, et l'on ajoute 2 pi 
de cette solution dans des cuvettes pratiquees dans un milieu en plaque ou 
l'on a inocule la bacterie soumise a lessai. On fait incuber la plaque de 
milieu a 30°C jusqu'au lendemain, et Ton mesure les diametres des zones 
d'inhibition de la proliferation qui sont apparues. On utilise de la cecro- 
pine Bl en guise de temoin. A ce propos, le diametre des cuvettes vaut 
2,0 mm. Lorsqu'il est indique, dans le tableau 2, que le diametre de la zone 
d'inhibition vaut 2,0 mm, cela signifie qu'il n'y a pas de zone d'inhibition. 
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Bactfine 



Addition de Diametrede la zone 

chlorure de d'inhibition (mm) 

sodium Moricine Cecropine B 1 



10 



15 



20 



Escherichia coli JM109 




8. 7 


10.1 


Pseudomonas fluorescens IAM1179 




a, 6 


8,9 


Pseudomonas aeruginosa IAM1514 




7,0 


7,9 


Bacillus subtilis IAM1107 




9.7 


7,8 


Bacillus megaterium IAM1030 




",3 


10,9 


Bacillus cereus IF03457 




8,0 


2,0 


Staphylococcus aureus ATCC6338P 




10 r 0 


6,9 






11,8 


2/3 


Staphylococcus aureus IF03083 




9,0 


2 r 0 


Staphylococcus epidermidis IF012993 




10,7 


9,0 


Staphylococcus xylosus IAMI312 




9,6 


2,0 


Streptococcus pyogenes ATCC21547 




11,0 


2,0 



25 

Comme le montrent les Tableaux 1 et 2, on constate que la mori- 
cine pr£sente une forte activity antibacterienne contre diverses bact£ries 
Gram-negatives ou Gram-positives, y compris Staphylococcus aureus et 
Bacillus cereus qui sont des bact£ries pathog&nes provoquant des intoxy- 
30 cations alimentaires. 

Exemple 2 

Production de moricine par des techniques de genie gen£tique. 

On realise la production de moricine par des techniques de ggnie 
35 g<Sn«Stique, selon les precedes suivants. En rdsum6, on construit un ADN 
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contenant ungenede moricine, par synthese chimique. On prepare ensuite 
le plasmide pUCMORl , en insurant l'ADN mentionne ei-dessus dans un 
plasmide. Pour amplifier le plasmide pUCMORl, on transforme E. coli a 
l'aide de ce plasmide. Puis on prepare le plasmide pXAMORl , qui servira 
a l'expression de la moricine, par sous-clonage de l'insert d'ADN de 
pUCMORl . On transforme ensuite E. coli avec ce dernier plasmide. En 
utilisant le microorganisme de recombinaison qui en resulte, on obtient 
une proteine de fusion comportant la moricine. On purifie grossierement 
cette proteine de fusion, puis on la traite avec du bromure de cyanogene 
pour obtenir de la moricine grossierement purified. 

°i° va maintenant decrire de facon plus d^taillee chacune des 
Stapes de precede indiquees cinJessus. 

A) Construction, par synthese chimique, d'un ADN contenant un gene de 
. moricine. -. . • .-. 

1) Determination de la sequence de bases 

On determine la sequence de l'ADN a construire; cest-a-dire 
l'ADN contenant un gene de moricine, avec les codons qui sont frequem 
ment utilises chez E. Coli [Dcemura, T , J' Mbl. Biol, 151 .389-409 
(1987)] ■ La structure decet AON est la stiivante V eh aval du site de recon- 
naissance d'EcoBl, on ux>uve, dans l'ordre indiqu6, un codon correspon- 
dant a la methionine (ATG), en vue de I'operation de coupure par le bro- 
mure, de cyanogene, un gene de moricine, deux codons de terminaison 
(TAA et TAG) et le site de reconnaissance de Sail. La sequence de bases 
du gene de moricine ainsi determinee est representee par la sequence n°5 
de Fannexe "Sequence de peptides et d'ADN". 

2) Synthese chimique d'oligOnucieotides 

Oh divise l'ADN contenant le gene de moricine en huit oligonu- 
cleotides, appeie 'mosy-1 ", "mosy-2", ... "mosy-8", et I on synthase chK 
miquement chacun de ces oligonucleotides. On realise la synthese des ces 
nucleotides a l'aide d un appareil de synthese d'ADN (ABI, Modele 392, 
Applied Biosystems), selon la methode au phosphoramidite. 

Les sequences de bases des oligonucleotides mosy-1, mosy-2, . . . 
mosy-8 sont les suivantes : 
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mosyl AATTCAT66CTAAAATCCCGATTAAGGCAATTAAA 

mosy2 ACTGTGGGCAAAGCTGTTGGTAAAGGTCTGCGTG 

mosy3 CTATCAACATCGCTTCTACCGCTAACGACGTATTCAA 

mosy4 CTTCCTGAAACCGAAGAAACGTAAACACTAATAG 

mosyS CACAGTTTTAATTGCCTTAATCGGGATTTTAGCCATG 

mosy6 GTTGATAGCACGCAGACCTTTACCAACAGCTTTGCC 

mosy7 CAGGAAGTTGAATACGTCGTTAGCGGTAGAAGCGAT 

nosy8 TCGACTATTAGTGTTTACGTTTCTTCGGTTT 



3) Purification des oligonucleotides synthetiques 
On purifie ces oligonucleotides synthetiques en utilisant la 
trousse QIAGEN Plasmid Kit (Funakoshi). Tout d'abord, on dissout une 
15 portion d'oligonucieotides, synthetises selon les indications du paragra- 
ph* (2) ci-dessus, dans une solution de MOPS (50 mM de MOPS (pH 7,0), 
0, 1 M de NaCl) afin d'obtenir une solution d' oligonucleotides a 20 u.g/ml. 
Dans une petite colonne de purification (QIAGEN-tip 20) equilibree avec 
2 ml d'une solution d'equilibrage (50 mM de MOPS (pH 7,0), 0,1 M de 

20 NaCl, 0,15 % de Triton X-100), on ajoute 1 ml de la solution ^oligonu- 
cleotides mentionnee ci-dessus, pour que les oligonucleotides s'y adsor- 
bent. Puis on lave la petite colonne avec 4 ml de solution de MOPS. On 
effectue ensuite l'eiution, la precipitation et le lavage des oligonucleoti- 
des selon le protocole indique par le fabricant de la trousse. On dissout 

25 chacun des oligonucleotides ainsi obtenus (6 a 13 |ig) dans 15 yH de solu- 
tion TE (10 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM d'EDTA). 

4) Phosphorylation des oligonucleotides 

On opere la phosphorylation des extr6mites 5'-terminales des six 
30 oligonucleotides mosy-2 a mosy-7, a l'aide d'ATP et de polynucleotide 
kinase de T4. Pour chaque oligonucleotide, on effectue cette reaction 
dans un tube distinct. Les conditions de cette reaction sont les suivantes. 
On melange 3 ug d un oligonucleotide, dissous dans de la solution TE, 
2 |il d'un tampon pour kinase lOx (500 mM de Tris-HCl (pH 7,6), 100 mM 
35 de MgCl 2 , 50 mM de DTT, 1 mM de spermidine-HCl, 1 mM d'EDTA; Nip- 



X 



10 



2723951 

19 



pon Gene Co., Ltd.), 2 nl d'ATP 10 mM et 20 U de polynucleotide kinase 
de T4 (Nippon Gene), et 1'on y ajoute de l'eau distiliee pour completer le 
volume de la solution a 20 yd. On fait reagir ce melange a 37°C pendant 2 
heures, puis on le chauffe a 90°C pendant 3 minutes pour mettre fin a la 
reaction. 

5) Construction d'un ADN contenant le gene de moricine 
a) Hybridation des oligonucleotides 

On rassemble dans un seul mbe les melanges rgactionnels de 
phosphorylation de chacun des oligonucleotides de mosy-2 a mosy-7, ce 
qui donneun melange de 120 *il auquelon ajoute 3 ngdemosy-1 et3 ngde 
mosy-8. On ajoute encore au melange obtenu 20 jd de tampon pour ligase 
lOx (500 mM de Tris-HGl (pH 7,9), 100 mM de MgCl 2 , 200 mM de DTT, 
10 mM d'ATP; Nippon Gene), puis on y ajoute de l'eau distiliee pour obte- 
15 nir une solution de 197 ja. On chauffe cette solution a 90°C pendant 5 
minutes, puis on la refroidit immediatement surde la glace et on la chauffe 
a 75°C pendant 10 minutes dans un bloc chauffant (Dry Thermo Unit, 
modele AL-10; Taitec Co., Ltd.). On enleve ensuite le bloc et on laisse la 
solution reposer pendant 5 heures. 
20 b) Ligature des oligonucleotides 

Aux 197 Ml du melange rdactionnel ci-dessus, on ajoute 1800 
unites d'ADN ligase de T4 (Nippon Gene) et on fait reagir le tout a 16°C 
pendant 14 heures. 

c) Purification de l'ADN 

25 A une fraction de 30 pi du melange reactionnel ci-dessus, on 

ajoute 3 *tl de solution BPB (0, 1 % de BPB, 30% de glycerol) et on soumet 
le tout a une eiectrophorese sur gel d'agarose a 3%, et Von decoupe dans le 
gel la bande correspondant a un ADN de 140 pb de long. On recupere 
l'ADN present dans cette bande de gel en effectuant des operations de 

30 congeiation-decongeiation et de precipitation par de l ethanol. On dissout 
l'ADN obtenu (800 ng) dans 9 *il de solution tampon pour kinase lx. 

d) Phosphorylation de l'ADN contenant le gene de moricine 
On ajoute, a 8 \U de la solution d'ADN obtenue ci-dessus, 1 pi 

d'ATP 10 mM et 10 unites de polynucleotide kinase de T4, et l'on fait rea- 
35 gir le tout a 37°C pendant 2 heures, puis on chauffe la solution a 90°C pen- 
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dant 3 minutes pour mettre fin a la reaction. 

B) Preparation d'un ADN recombin6, le plasmide pUCMORl 
Le plasmide pUCMORl porte, insere en son sein, 1'ADN conte- 

nant le gene de moricine. On prepare ce plasmide de la facon decrite ci- 

dessous. 

On ajoute de l'eau distillee, en la quantite necessaire pour obte- 
nir une solution de 40 ul, a un melange constitue de 4 ng de plasmide 
pUC 1 1 9 (Takara Shuzo), 4 uJ de tampon H 1 Ox (500 mM de Tris-HCl (pH 
7,5), 100 mMdeMgClj, lOmMdeDTT, 1000 mMdeNaCl; Takara Shuzo) 
et de 20 unites de chacune des enzymes de restriction EcoRI (GIBCO 
BRL) et Sail (Takara Shuzo). On soumet cette solution a une operation de 
digestion a 37°C pendant 20 heures, puis on chauffe la solution a 65°C 
pendant 15 minutes pour mettre fin a la reaction. On melange 2 ul du 
melange reactionnel ainsi obtenu, ce qui correspond a 200 ng du plasmide, 
10 Mi de la solution d'ADN contenant le gene de moricine que l'on a pre- 
pare selon le paragraphe A.5) ci-dessus, 2 ul de tampon pour ligase lOx, 
2 ul d'une solution de serumalbumine bovine a 2ug/ml, et 1200 unites 
d'ADN ligase de T4, puis on y ajoute de l'eau distillee pour completer le 
volume de la solution a 20 ul. On soumet ce melange a une reaction de 
ligature a 16°C pendant 6 heures. 

On melange 20 ul du melange reactionnel de ligature obtenu ci- 
dessus avec 100 ul d'une suspension de cellules competentes {Escheri- 
chia coli JM109, Nippon Gene), puis on transforme les cellules en mainte- 
nant le melange sur de la glace pendant 30 minutes, puis a 37°C pendant 2 
minutes et enfin sur de la glace pendant 5 minutes. On ajoute ensuite a ce 
melange 400 ul de bouillon HCB (Nippon Gene) et I on fait incuber le tout 
a 37°C pendant 1 heure sous agitation. On etale la culture resultante, en la 
nSpartissant uniformement, sur quatre plaques de milieu YT 2x (1,6% de 
tryptone, 1% d'extrait de levure, 0,5% de NaCl) gelos£ et contenant 
50 u.g/ml d ampicilline, 0,1 mM d'IPTG et 40 Ug/ml d'X-gal, et l'on fait 
incuber le tout a 37°C pendant 20 heures. On obtient ainsi environ 300 
souches resistant a 1'ampicilline. 

Parmi ces souches resistant a 1'ampicilline, on selecdonne 20 
souches formant des colonies bleu clair, et on les fait incuber dans 3 ml de 
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milieu liquide LB contenant 50 jig/ml d'ampicilline, a 37°C pendant 10 
heures. On soumet le milieu de culture a une centrifugation, pour recolter 
les cellules. On purifie ensuite l'ADN plasmidique en utilisant la trousse 
QIAGEN Plasmid Mini Kit (Funakoshi), et on le dissout dans 20 ul de 
solution TE. 

On ajoute de l'eau distillee, en la quantity necessaire pour obte- 
nir une solution de 10 |xl, a un melange constitue de 2 jil de la solution de 
plasmide obtenue ci-dessus, 1 ul de tampon H lOx, 3 unite* d'EcoRI et 3 
unites de Sail, et l'on fait reagir ce melange a 37°C pendant 90 minutes. 
Puis on ajoute a ce melange reactionnel 1 ul de solution BPB, et on le sou- 
met a une electrophorese sur gel d'agarose a 4%, pour obtenir une confir- 
mation de la longueur de linsert d'ADN decoupe par les enzymes de res- 
triction. On observe des fragments de longueurs variees, allant d'environ 
120 a 140 pb. 

15 Pour les 1 4 plasmides dans lesquels est insere un ADN d'environ 

140 pb, on determine la sequence de bases de chaque insert d'ADN. On 
effectue cette operation a laide de la trousse de sequencage Taq Dye Pri- 
mer Cycle (ABI), du systeme de PCR Gene Amp 9600 (Perkin ElmerCetus) 
et d un appareil de sequencage d'ADN ABI, modele 373A. D y a 4 plasmi- 
des dans lesquels a et6 insere l'ADN contenant le gene de moricine. On 
appelle "pUCMORl" l' un de ses plasmides. 
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C) Preparation d'un ADN recombin^ pour l expression de la 
moricine (plasmide pXAMORl) 
25 ° n °btient le plasmide pXAMORl en rdalisant le sous-clonage 

de l'ADN contenant le gene de moricine, insert dans le plasmide 
pUCMORl, entre le site d'EcoRI et le site de San du plasmide pXal. Le 
plasmide pXAMORl, sous le contrdle du promoteur/operateur lac, 
exprime une proteine de fusion qui comprend la |3-galactosidase, un seg- 
30 ment du collagene et la moricine. On decrit ci-dessous de facon detaill^e 
la preparation du plasmide pXAMORl . 

On ajoute de l'eau disdllee, en la quantity necessaire pour obte- 
nir une solution de 100 *il, a un melange constitu6 de 5 ug de plasmide 
pXal (Boehringer Mannheim), 10 ^1 de tampon H lOx, 20 unite* d'EcoRI 
35 et 20 unites de Sail. On soumet ce melange a une reaction de digestion a 
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37°C pendant 20 heures, puis on le chauffe a 65°C pendant 15 minutes 
pour mettre fin a cette reaction. On obtient ainsi des fragments du plas- 
mide pXal. 

D'autre part, on fait digerer le plasmide pUCMOR 1 par EcoRl et 
5 Sail, pour decouper dans ce plasmide l'ADN insert, que Ton purifie 
ensuite par electrophorese sur gel d'agarose. Les conditions de reaction 
sont indiquees ci-dessous. 

A un melange constitue de 1 0 ug de plasmide pUCMOR 1 , 5 ul de 
tampon H lOx et 20 unites de chacune des enzymes de restriction EcoRI et 
10 San, on ajoute de l'eau distiUee pour completer le volume de la solution a 
50 ul. On soumet cette solution a une reaction de digestion a 37°C pendant 
20 heures. On ajoute au melange reactionnel obtenu 3 ul d'une solution de 
BPB, puis on soumet le tout a une Electrophorese sur gel d'agarose a 3%, et 
l'on decoupe dans le gel une bande correspondant a un ADN long d'en viron 
15 140 pb. On recupere ensuite l'ADN present dans cette bande de gel en 
effectuant des operations de congelation-decongelation et de precipita- 
tion dans l'ethanol. On dissout les 60 ng d'ADN ainsi obtenus dans 18 ul 
d'eau distillee. 

On melange ensuite 20 ng de I'insert d'ADN purifie, 1 ul (50 ng) 
de fragments du plasmide pXal, 1 ul de tampon pour ligase lOx, 1 ul de 
solution de SAB (serumalbumine bovine) a 2 ug/ml, et 600 unites d'ADN 
ligase de T4, et l'on y ajoute de l'eau distillee en une quantite suffisante 
pour obtenir une solution dont le volume vaut 10 jti. On soumet cette solu- 
tion a une reaction de ligature a 16°C pendant 5 heures. 
25 On melange ensuite la solution reactionnelle de ligature indi- 

quee ci-dessus avec 100 ul d une suspension de cellules competentes 
(Escherichia coli JM109, Nippon Gene) et l'on transforme ensuite ces 
cellules en maintenant le melange sur de la glace pendant 30 minutes, puis 
a 37°C pendant 2 minutes et a nouveau sur de la glace pendant 5 minutes. 
30 On etale le melange reactionnel sur deux plaques de milieu YT 2x g61os6, 
contenant 50 ug/ml d'ampicilline, et I on fait incuber ces plaques a 37°C 
pendant 20 heures, ce qui permet d'obtenir environ 1000 souches resistant 
a l'ampicilline. 

Parmi ces souches resistant a l'ampicilline, on selectionne 10 
35 souches et on les fait incuber dans 3 ml de milieu liquide LB contenant 
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50 ng/ml d'ampicilline, a 37°C pendant 10 heures. On soumet le milieu de 
culture a une centrifugation, pour recolter les cellules, puis on purifie les 
plasmides, en utilisant la trousse QIAGEN Plasmid Mini Kit, et on les dis- 
sout dans 20 jil de solution TE. 

A un melange constitue de 2 |jj de la solution de plasmides obte- 
nue ci-dessus, 1 yl de tampon H lOx, 3 unites d'EcoRI et 3 unites de Sail, 
on ajoute de l'eau distillee pour completer a 10 ui le volume de la solution, 
et I on fait reagir ce melange a 37°C pendant 90 minutes. On ajoute a ce 
melange reactionnel 1 nl de solution de BPB, et on soumet le melange a 
une eiectrophorese sur gel d'agarose a 4%, pour confirmer la longueur de 
linsert d'ADN decoupe par les enzymes de restriction. On obtient en guise 
de resultat la confirmation que chaque plasmide porte bien un insert 
d'ADN d'environ 140 pb de long. On appelle l'un de ces plasmides 
"pXAMORl". La souche E. coli de recombinaison qui heberge 
15 pXAMORl aeteappeiee "E. coli JM109(pXAMORl)",etelleaetedepo- 
see a l'lnstitut National des Sciences Biologiques et de la Technologie 
Humaine, Agence des Sciences industrielles et de la Technologie, avec le 
numero d'accds FERM BP-5099. 

20 D > Production d'une proteine de fusion de la moricine par le 

microorganisme de recombinaison. 

1) Confirmation de la production d'une proteine de fusion 
Dans 2 ml de milieu liquide LB, on inocule une colonie de la sou- 
che E. Coli de recombinaison qui heberge le plasmide pXAMORl, c'est- 

25 a-dire la souche E. coli JM109 (pXAMORl), et on l y fait incuber a 37°C 
pendant 2 heures. On y ajoute ensuite 10 \il d'IPTG 100 mM, afin de pro- 
voquer l'expression d une proteine de fusion, et l'on fait a nouveau incuber 
cette souche d'E. coli a 37°C pendant 2 heures. On soumet 0,5 ml de la 
solution de culture a une centrifugation, pour recolter les cellules, et l'on 

30 met le culot de cellules en suspension dans 100 ul de solution tampon 
(62.5 mM de Tris-HCl (pH 6,8), 10% de glycerol, 2% de SDS, 5% de 2- 
mercaptoethanol, 0,0025% de BPB) et on chauffe le tout a 100°C pendant 
5 minutes. On soumet 3 ul de cette suspension a une eiectrophorese SDS- 
PAGE. D'autre part, on soumet egalement k une eiectrophorese SDS- 
35 PAGE, en guise de temoin, urte soludon de culture d'E. coli de recombi- 
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naison que Ton a fait incuber sans y aj outer de 1'IPTG. 

La masse moleculaire attendue pour la proteine de fusion com- 
prenant la P-galactosidase, un segment de collagene et la moricine vaut 
127,5 kDa. Ce n'est que lorsque VK coli de recombinaison a ete cultivee 
en presence dTPTG que 1'on observe une bande a 127,5 kDa environ. On 
confirme ainsi l'expression de la proline de fusion. 

2) Purification grossiere de la proteine de fusion 
On fait incuber YE Coli de recombinaison dans 20 ml de milieu 
liquide YT 2x contenant de l'ampicilline, a 37°C pendant 14 heures. Puis 
on ajoute, dans flacons contenant chacun 300 ml de milieu liquide YT 2x 
contenant 50 ug/ml d'ampicilline, la solution de preculture mentionnee 
ci-dessus, a raison de 10 ml par flacon, et on fait incuber le tout a 37°C 
pendant 2 heures. Puis on ajoute dans chaque flacon 1,5 ml d'IPTG 
100 mM, et on fait incuber les K coli pendant 2 heures supptementaires. 
15 On soumet les milieux de culture a une centrifugation, pour recolter les 
cellules. On obtient ainsi 3,7 g de cellules. 

On met ces ceUules en suspension dans 35 ml d'une solution 
contenant 20 mM de Tris-HCl (pH 7,4), 200 mM de NaC 1 . 1 mM d'EDTA 
(pH 8,0 et 10 mMde2-mercaptoethanol. On soumet cette suspension a des 
operations de congelation-decongelation et de sonication (a l aide d un 
appareil Sonifier Cell Disrupter W200P, BRANSON) pour rompre les cel- 
lules. On soumet ensuite a une centrifugation la suspension de cellules 
rompues ainsi obtenues, et on remet le culot en suspension dans 35 ml 
d une solution contenant 0,5% de Triton X-100 et 10 mM d'EDTA 
25 (pH 8,0). On soumet cette suspension a une nouvelle operation de centri- 
fugation a Tissue de laquelle on jette le surnageant, et c est ainsi que 1'on 
obtient 9 mg de proline. On soumet cette matiere, qui est une proteine de 
fusion grossierement purifiee, au traitement par le bromure de cyanogene 
decrit ci-dessous. 

30 3) Traitement par le bromure de cyanogene 

On ajoute, a 1 mg de proteine de fusion grossierement purifiee, 
obtenue selon le precede indiqud ci-dessus, 200 nl d acide formique a 
70% et 10 nl d une solution a 100 mg/ml de bromure de cyanogene dissous 
dans de lacetonitrile, et I on fait reagir le tout a la temperature ambiante 

35 pendant 24 heures. On evapore ensuite la solution reactionnelle a sec sous 
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pression r6duite. On soumet le r6sidu, consider comme etant de la mori- 
cine grossifcrement purifiee, a l'essai d'activite antibacterienne ddcrit ci- 
dessous. 

Exemple d'essai 3 
Essai d'activite antibacterienne n° 3 

Selon le precede decrit dans Nature, 292:249 (1981), on etudie 
l'activite antibacterienne de la moricine grossidrement purifiee contre 
diverses bacteries. Les nSsultats obtenus sont pr£sent£s dans le tableau 3. 



Bacteries utilis6e pour Fessai : 
Staphylococcus aureus ATCC6538P 
Streptococcus pyogenes ATCC2 1 547 
Escherichia coli JM109 (Takara Shuzo) 
15 Pseudomonas fluorescens IAM 1 1 79 

Milieux utilises pour l'essai : 

On utilise en general des plaques de milieu NB contenant 0,8% 
d'agarose, mais quand on utilise Staphylococcus aureus comme bacterie 
20 soumise h l'essai, on ajoute du chlorure de sodium en une concentration de 
150 mM. Quand on utilise Streptococcus pyogenes comme bacterie, on 
utilise une plaque de milieu BHI contenant 0,8% d'agarose. 

Protocole suivi pour cette essai d'activite antibacterienne 
25 ° n ajoute de l'eau distiliee k la moricine grossiferement purifiee, 

de fa9on k preparer une suspension de proteine presentant une concentra- 
tion d'environ 10 ^g/jil. On depose 2 yd de cette suspension dans chacune 
des cuvettes pratiquees sur une plaque de milieu dans laquelle on a inocuie 
la bacterie soumise h 1 'essai. Puis on fait incuber la plaque h 30°C jusqu'au 
30 lendemain et I on mesure le diamfetre de la zone d'inhibition de la prolife- 
ration qui est apparue. 

A titre de temoin, on prepare les substances suivantes : 
Temoin n° 1 

C'est une proteine de fusion, comportant la (3-galactosidase et un 
35 segment de collagfcne, qui a 6t6 produite par la souche E. coli de recombi- 
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naison hebergeant pXal, et qui n'a pas subi de traitement par le bromure de 

cyanogene. 

Temoin n°2 

C'est la proline de fusion produite par la souche E. Coli de 
5 recombinaison hebergeant pXal, et traitee par le bromure de cyanogene. 
Temoin n°3 

C'est la proteine de fusion comprenant la P-galactosidase, un 
segment de collagene et la moricine, qui a €t€ produite par la souche 
E. coli de recombinaison hebergeant pXAMORl et qui n'a pas subi de 
10 traitement par le bromure de cyanogene. 

Lorsque l'on n'effectue pas le traitement par le bromure de cya- 
nogene, on ajoute 10 \xl d'acetonitrile au Ueu des 10 nl de la solution de 
bromure de cyanogene, et l'on effectue un traitement similaire. 
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TABLEAU 3 

Diametre de la zone d'inhibition (mm) 

5 



10 



15 





Temoin 
n°l 


Temoin 
n°2 


Temoin 
n°3 


Moricine 
grossie- 
rement 
purifiee 


Staphylococcus aureus 
ATCC6538P 


2 


2 


2 


7 0 


Streptococcus pyogenes 
ATCC21547 


2 


2 


2 




Escherichia coli JM109 


2 


2 


2 




Pseudomonas fluorescens 
IAM1179 


2 


2 


2 


V 



Dapr&s les r6sultats pr6sent£s dans le tableau 3, on constate que, de 
m6me que de la moricine naturelle isotee & partir de l'hSmolymphe de 
vers k soie, une moricine produite par une souche E. coli de 
recombinaison, selon des techniques de g6nie g6n6tique, pnJsente une 
activit6 antibactdrienne contre des bactdries Gram-positives ou Gram- 
negatives. 

En outre, la moricine ne prdsente pas d'activitd antibactdrienne 
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lorsqu'elle se trouve sous la forme d'une proline de fusion. La 
moricine ne pnSsente une activite antibacterienne que lorsqu'elle est 
separee de la proline de fusion par traitement avec du bromure de 
cyanogfene. 
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ANNEXE 
Sequences de peptides et d'ADN 

Sequence n° 1 : 

Peptide lineaire comportant 42 residus d'acide aming 

Ala Lys lie Pro He Lys A la He Lys Thr Val Gly Lys Ala Val Gly 
1 * 10 15 

Lys Gly Leu Arg Ala n e Asn lie Ala Ser Thr Ala Asn Asp Val Phe 

20 25 30 

Asn Phe Leu Lys Pro Lys Lys Arg Lys His 

15 35 40 

Sequence n° 2 : 

Peptide lineaire comportant 33 residus d'acide amin6 
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Ala Lys lie Pro He Lys Ala He Lys Thr Val Gly Lys Ala Val Gly 



10 15 



Lys Gly Leu Arg Ala He Asn He Ala Ser Thr Ala Asn 



25 20 25 

Asn 



Asp Val Phe 
30 
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Sequence n° 3 : 

Peptide lingaire comportant 29 nJsidus d'acide aming 

Ala Lys He Pro He Lys Ala He Lys Thr Val Gly Lys Ala Val Gly 
15 10 15 

Lys Gly Leu Arg Ala lie Asn lie Ala Ser Thr Ala Asn 

20 25 
Sequence n° 4 : 

Peptide lindaire comportant 13 rdsidus d'acide anting 

Asp Val Phe Asn Phe Leu Lys Pro Lys Lys Arg Lys His 
1 5 10 

15 Sequence n° 5 : 

ADN synthgtique lingaire double brin, comportant 126 paires de bases 

GCT AAA ATC CCG ATT AAG GCA ATT AAA ACT GTG GGC AAA GCT GTT GGT 48 
20 Ala Lys He Pro lie Lys Ala He Lys Thr Val Gly Lys Ala Val Gly 

5 10 15 

AAA GGT CTG CGT GCT ATC AAC ATC GCT TCT ACC GCT AAC GAC GTA TTC 96 

Lys Gly Leu Arg Ala He Asn He Ala Ser Thr Ala Asn Asp Val Phe 
20 25 30 
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30 



AAC TTC CTG AAA CCG AAG AAA CGT AAA CAC 126 
Asn Phe Leu Lys Pro Lys Lys Arg Lys His 
35 40 
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REVENDrCATTONS: 

1. Peptide, caractSrise en ce quil est represent^ par la sequence 
d'acides amines appelde "sequence n°l" dans Tannexe imitutee 
"Sequences de peptides et d'ADN", ou par une sequence d'acides 
amines homologue de cette sequence n°l et comportant, par rapport k 
5 celle-ci, une ou plusieurs additions, delations ou substitutions d'un ou 

de plusieurs rgsidus d'acide amin6, et en ce qu il presence une activity 
antibac tfirienne . 

2. Agent antibact£rien, caract<Sris6 en ce qu'il contient, en tant 
qu'ingr6dient actif, un peptide conforme k la revendication 1. 

10 3 - Agent antibactSrien conforme k la revendication 1, caract6ris<£ 

en ce quil s'agit dun agent conservateur alimentaire, dun agent 
antibact^rien k usage mddical, d un agent de conservation destine k des 
matdriaux de construction et/ou des peintures, d'un agent antibacuSrien 
k usage horticole, d'un agent conservateur destine h des aliments pour 

15 bStail, ou d'un agent conservateur destind k des aliments pour 

poissons. 

4. Gfene de peptide, caract6ris6 en ce quil code la s6quence 
d'acides amines appetee "sequence n°l*' dans 1'annexe intitule 
"Sequences de peptides et d'ADN", ou une sequence d'acides amines 
homologue de cette sequence n°l et comportant, par rapport k celle-ci, 
une ou plusieurs additions, deletions ou substitutions d'un ou de 
plusieurs nSsidus d'acide amine, et en ce que le peptide code par ce 
gfene pnJsente une activity antibact^rienne. 

5. ADN recombine, caracterise en ce qu'on peut l obtenir en 
25 insurant le gbne de peptide conforme k la revendication 4 dans un 

ADN vecteur. 

6. ADN recombine conforme k la revendication 5, caracterise en 
ce que 1'ADN vecteur est un ADN plasmidique ou un ADN viral. 

7. ADN recombine conforme k la revendication 6, caracterise en 
30 ce que 1'ADN vecteur est pMALC2, pGEX-5X-l ou pXal. 

8. Cellule h6te, caracterisee en ce qu'elle contient un ADN 
recombine conforme k Tune des revendications 5 5 6. 

9. Cellule bote conforme k la revendication 8, caracterisee en ce 
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qu'il s'agit d'une cellule eucaryote. 

10. Cellule hote conforme h la revendication 9, caract£ris6e en ce 
que la cellule eucaryote est une cellule animate, une cellule v6g6tale, 
une cellule d'insecte ou une cellule de levure. 
5 11. Cellule hote, caract6ris<Je en ce qu'elle contient un ADN 

recombin£ conforme h Tune des revendications 5^7. 

12. Cellule hote conforme h la revendication 11, caract£ris6e en 
ce qu'il s'agit d'une cellule procaryote. 

13. Cellule h6te conforme h la revendication 12, caract£ris£e en ce 
10 que la cellule procaryote est une cellule ^Escherichia coli. 

14. Cellule h6te conforme b. la revendication 13, caract£ris£ en ce 
qu'il s'agit d'une cellule de la souche JM109 d Escherichia coli, 

15. Proc6d6 de production d'un peptide conforme a la 
revendication 1, caract6ris<§ en ce qu'il comporte le fait de cultiver, 

15 dans un milieu, une cellule hote conforme h lune des revendications 8 

k 14, et le fait de r6cup6rer le peptide dans la culture. 
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